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PRIMARIA DE TUMOR DESMOIDE
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Establishment of primary cell culture of desmoid tumor
Histologic comparison with primary culture of normal dermal cell
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Apesar de sua primeira descrigiio tey sido em 1832, os tumores desméides constituem até hoje wma incégnita. Sua
etiologia continua desconhecida. Ainda néio se tem sequer a cerfeza se sGo apenas formagdes fibroblasticas benignas ou se
constituem verdadeiras neoplasias. Ilstabelecemos cultura primdria destes tumores e fizemos uma comparagdo histologica
com cultura de células de derme normal do mesmo paciente. Constatamos que existem diferencas histoldgicas significativas
entre os fibroblastos de tumor desmoide (miofibroblastos) e os de pele normal que sugerem um comportamento celular

fumoral dos desmaide em cultura,
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Introdugéao

tumor desmoide foi descrito pela primeira vez por

John Mac Farlane cm 1832 (4), no compéndio de

casos de sua enfermaria, O termo “desmoéide” foi
criado por Afiifler (5) em 1838 ¢ ¢ derivado da palavra grega
“desmos” que significa tenddo. A sinonimia inclui varios
outros nomes como fibromatosc musculo-aponevritica,
fibromatosc profunda e fibromatose agressiva (2).

Sa0 tumores que s¢ originam de estruturas musculo-
aponcvrotivas de qualquer local do corpo, apresentam um
crescimento lenlo e progressivo comprometendo tecidos
adjacentes, podendo invadir estruturas 6sseas, nervosas ¢
vasculares (2). Nio dio metdstases a distdncia.

As fibromatoses tém chamado a atengfio dos patologis-
las ¢ cirurgites desde que foram descrilas como um grupo
de proliferagdes fibroblasticas que precisam ser distingnidas
dos fibrossarcomas.

Sfo tumores encontrados tanto na infincia quanto em
adultos e apresentam um comportamento clinico semelhante com
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fendéncia & recorréncia. Esta depende de varios fatores clini-
cos como idade, sexo, localizagiio e tipo de tralamento realizado.

A etiologia dos tumores ainda ¢ desconhecida. Existem
dividas inclusive se estes tumores constituem neoplasias
verdadeiras ou se sfio apenas proliferagdes ibroblasticas que
tém inicio devido 4 estimulos (fatores de crescimento, muta-
¢0es, outros) também desconhecidos alé o momento.

Material e métodos

Fragmentos de tumor desméide e de pele normal foram
obtidos de pacientes que foram operados pelo grupo de Ci-
rurgia Oncoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo.

Os fragmentos de pele normal foram obtidos do mesmo
paciente portador do tumor para a realizaciio de cultura de
fibroblastos como controle normal,

Assim que a pega cirirgica era retirada, um [ragmento de
aproximadamente 1em® era colhido da porcio central do tumor
0 fragmento de pele retirado tinha dimensdo aproximada de
I5x5x5mm. Tanto o fragmento tumoral quanto o de pele
normal eram colocados em uma soluciio contendo 60ml de
meio de cultura RPMI 1640 & 20% de soro fetal bovino fil-
trado, cm frascos separados e levados imediatamente ao
Laboratério de Oncologia Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo. Todo o processa-
mento do material descrito 4 seguir foi realizado no fluxo
laminar ¢ sob condigdes rigorosas de esterclidade. Os Trag-
mentos de tumor desméide e de pele normal foram proces-
sados sempre separadamente desde a coleta, Os fi ragmenlos
de tecidos (tumor ¢ pele) foram lavados trés vezes em rés
placas de Petri estéreis e descartaveis com 10ml de meio de
cultura RPMI 1640 ¢ cortados em pequenos fragmentos de
Imm com tesoura de iris curva ¢ pinga anatémica delicada
¢siéreis. Os fragmentos tumorais foram transferidos para um
tubo de ensaio estéril de 20ml, submersos em 10ml de meio
RPMI 1640 & 20% de soro fetal bovino filtrado ¢ centrif uga-
dos a 2 mil rotagdes por minuto durante dez minutos. Apds
isto 0 meio de cultura cra aspirado ¢ os fi ragmentos cram
lransferidos para frascos pldsticos de cultura de 25¢m? de
drea sendo colocados de quatro a cinco fragmentos de tumor
em cada frasco de 2,5ml de meio de cultura RPMI 1640 3
20% de soro fetal bovino. Também foram colocados alguns
fragmentos em laminulas e estas mergulhadas em placas de
Petri pldsticas estéreis contendo 5ml de meio de cultura RPMI
1640 4 20% de soro fetal bovino filtrado. Tanto os frascos
de cultura quanto as placas de Petri contendo as laminulas
foram levadas 4 estufa mantendo-se a lemperatura em 37
graus Celsius, o nivel de CO, em 5% ¢ a umidade & 100%.

Os frascos de cultura eram examinados diariamente para
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a detecgio de contaminagiio precoce e observagio do cres-
cimento celular (7). O meio era trocado a cada 48 horas sen-
do reposto por volume ¢ concentragdes idénticas do meio ja
citado. As células derivadas dos explantes tumorais geral-
mente apareciam apds 72 horas de cultura, sendo que o cres-
cimento celular ocupava 90% da extensiio do frasco apos
duas a (rés semanas de cultura, quando entfio cra realizada a
primeira passagem (primeira subcultura). Para a realizagio
da tripsinizacio todo o meio de cultura cra aspirado. A sc-
guir as células eram lavadas com Sml uma solugiio salina de
fosfato + EDTA (FBS-EDTA) que era aspirada e desprezada
logo apés. As células tratadas com 2ml de tripsina a 0,05%
por dois a trés minulos. Apds cste periodo, os frascos eram
examinados ao microscopio para observarmos o desprendi-
mento total das células da superficie de crescimento. Era
adicionado 2ml de soro fetal bovino 4 20% para inativacio
da tripsina, As células obtidas foram passadas para dois ou-
tros frascos de cultura de 25¢n?? contendo 3ml de meio de cultu-
1a RPMI 4 20% de soro fetal bovino filtrado e recolocadas ime-
diatamen(c na estula sob as mesmas condigdes j4 citadas.
Os explantes de pele foram colocados sem a epiderme
dirctamente nos frascos de cultura de 25c¢m? contendo 2,5ml
de meio de cultura RPMI 1640 a 10% de soro geral bovino
filtrado ¢ levados 4 estula de (O, sob as mesmas condiges
que os explantes tumorais. Alguns explantes foram coloca-
dos para crescer em laminulas de maneira idéntica aos tu-
mores. Procedimentos iguais de observagio e trocas de meio
de cultura foram realizados também para as culluras de pele.,

Preparo das laminulas para a analise
histolégica

Laminulas contendo c¢lulas de cultura primaria ¢ de ter-
ceira subcultura de pele normal e de tumor desméide foram
coradas pela hematoxilina-cosina e examinadas 4 microsco-
pia dtica convencional no décimo quinto dia de subcultura
de tumor ¢ de pele.

Resultados

As culturas de pele normal apresentaram crescimento
mais ripido que as de tumor desméide, pois apds 15 dias de
cultura primaria mais de 90% do frasco de cultura jd estava
preenchido com fibroblastos sendo entéio rcalizadaa primeira
subcultura. Por outro lado, a cultura de tumor desmdide cres-
ceu mais lentamente ¢ a primeira subcultura s6 foi possivel
apos quatro semanas de crescimento,

Apos trés meses foi possivel obler a oitava subcultura de
pele normal ¢ a terceira subcultura do tumor desmoide. Apbs
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Figura 1 - Células de tumor desméide em cultura acs
15 dias de terceira subcultura (aumenio
de 100 vezes).

Figura 2 - Mesmas células da figura 1: auinento de 400 vezes.

Figura 3 - Fibroblastos de derme normal proveniente do mesmao
paciente portador do tumor desmdoide; células aos 15 dias de
terceira subcultura faumento de 100 vezes).

Figura 4 - Mesmas células da figura 3. aumento de 400 vezes.

este periodo as células nio mais progrediram em cultura,
tanto as de pele normal quanto as do tumor desmoide.

Algumas caracteristicas histologicas foram obscrvadas
na microscopia otica comum com a coloragdo das células de
cultura pela téenica convencional da hematoxilina-cosina.

As células do tumor desmdide ([ibroblastos tumorais)
apesar de crescerem mais lentamente que os fibroblastos
normais da pele, aprescenlaram 4 microscopia Olica algumas
alteragdes, tais como, empilhamento das células nfo respei-
tando o espaco que deve normalmenie existir entre uma
membrana celular ¢ outra ¢ desorganizagiio na sua distribui-
¢io geral {(figuras | ¢ 2).

J4 os fibroblastos normais apresentaram um crescimento
cm monocamada, com arranjo regular, orientado cnfre as
células ¢ anséneia de empilthamento entre uma célula ¢ ou-
tra (figuras 3 ¢ 4).

Discussao

Como sabemos, as alleragtes do fendtipo celular apare-
cem apos alteragiies genéticas, De fato, Karlsson et al., 1988

(3) ¢ Bridge et al. 1992 (1), demonstraram através de estudo
citogenético de tumores desméoides a existéncia de anorma-
lidades cariotipicas. Os rearranjos cromossémicos encontra-
dos foram variados, complexos e ndo constantcs ¢ observa-
dos em pelo menos metade do niimero de metafases obser-
vadas. Karlsson estudou apenas um caso, porémBridge apre-
senta um estudo citogenético de 26 casos de tumorcs
desmoéides, sendo trés dos casos porladores de sindrome de
Gardner.

Até o momento, estes tumores (&m sido considerados,
por alguns, como proliferacdes fibroblisticas ¢ ndo como
verdadeiras neoplasias. Por outro lado, alguns patologistas
o consideram como fibrossarcomas de baixo grau. Na nossa
opinifio consideramos estes dois tumores como entidades
distintas entre si, uma vez que exisiem diferengas histoldgicas
4 microscopia ofica que conseguem individualizar os dois
tipos de doengas. Os tumores desmaides apresentam células
alongadas, fusiformes, de aspecto uniforme, infiltrando a
musculatura estriada através de infiltragGes perimisiais (2).
Estas células sdo separadas umas das outras por abundante
quantidade de colagenos dos lipos T e TIT (7). Nfio ha atipias
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celulares ¢ nem niicleos hipercroméaticos. Ndo dido metdstases
a distincia,

Ja o fibrossarcoma de baixo grau apresenta uma ce-
lularidade bem maior com menor quantidade de coligeno e
maior vascularizacfio. Sdo vistas vdrias figuras de mitoscs
atipicas ¢ niicleos hipercromdticos. Podem dar metdstases
a distincia.

Conclusdes

As células de cultura dos desmoides apresentaram al-
gumas caracteristicas de células neoplisicas malignas cm
cultura, tais como empilhamento celular ¢ desorganizacio
na sua distribuigfio geral, quando comparadas com
fibroblastos normais da pele do mesmo paciente em cultu-
ra. Estas alterag@es sfio provavelmente o reflexo de altera-

¢Oes cromossdmicas existentes ja descritas.

Sabemos também que clinicamente estes tumores apre-
sentam um comportamento local agressivo, podendo inva-
dir estruturas vasculo-nervosas ¢ alé peridsteo, apesar de nio
darem mctastases hematogénicas.

Todas estas observagdes nos induzem a acreditar que os
tumores desmoides sejam realmente verdadeiras neoplasias.
Portanto, achamos que estudos moleculares deveriam ser
rcalizados para que csla doenga, que hi tanlos anos vem
intrigando os cirurgides, scja esclarccida.

Apcsar da ndo comprovagio tumoral da patologia, cla
deve ser tratada como uma neoplasia localmente agressiva,
Para isto a ressecgdo cirGrgica ampla com margens livres,
eventualmente a complementagiio com radioterapia externa
¢ até¢ mesmo braquitcrapia nos casos recidivados, devam ser
realizadas.

Summary

The first publication of desmoid tumors was in 1832 and up to now the etiology is still unknown. Some pathologisis
believe that they are only benign fibroblastic proliferations and some that they are true neoplasms.

We have established a primary cell culture of these tumors and we have made a histologic comparison with a cell
culture of normal skin of the same patient. We verified that there were significant histologic differences betwwen the
Sibroblasts of the desmoid tumor and those of the normal skin. These differences may sugest a tumoral behaviour of the

desmoid cells in culture,
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